201711.00411v1 


chinaXiv 


组 氨 酸 对 体外 培养 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 B- 酷 蛋白 及 酷 氨 酸 激 酶 2- 


乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白 信 号 通路 相关 磷酸 化 蛋 
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摘 要 : 


酸 激 酶 2(JAK2) -信号 转 导 与 转录 激活 子 5 (STATS) /哺乳 动 


本 试验 则 在 研究 不 同 浓度 的 组 氨 酸 对 体外 培养 奶 和 


0193) 


信和 号 通路 相关 磷酸 化 蛋白 表达 的 影响 。 将 原 代 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 


和 7 个 试验 组 , 采 


上 分 别 添加 0.15、0.60、1.20、2.40、4.80、9.60、19.20 mmol/L 的 组 氨 酸 。 采 


法 检测 原 代 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 12 h 增殖 ; 运用 和 蛋 


路 相关 磷酸 化 和 蛋 


比 ， 奶 牛乳 腺 上 皮 细 胞 数量 均 增 加 。2) B- 酷 蛋白 表达 量 随 组 氨 酸 浓度 的 增加 蝇 


降低 的 趋势 ， 


n 


日 试验 组 均 极 显著 高 于 对 | 
J 极 显著 促进 各 信号 通路 相关 磷酸 化 蛋 


质 免疫 印迹 检测 B- 酪 蛋白 和 7 个 信号 通 


表达 。 结 果 表 明 : 1) 当 组 氮 酸 浓度 为 0.15-9.60 mmol/L 时 ， 与 对 照 组 相 


DET. 


F 乳 腺 上 皮 细 胞 B- 酷 蛋白 及 酷 氨 


(mTOR) 


进行 体外 培养 , 分 为 对 照 组 


无 必需 氨基 酸 的 培养 基 ， 对照 组 不 添加 组 氨 酸 ,试验 组 是 在 对 照 组 基础 


噬 唑 蓝 比 色 


升 高 ， 磷 酸化 哺乳 动物 雷 


HERHEE 


2[P-eEF2(ThP5) ] 蛋 白 的 于 


WHH (P<0.01) . 3) 与 对 照 组 相 比 ， 组 氨 酸 的 添加 


i 


EG 


见 先 升 高 后 


的 表达 (CP<0.01) ; 试验 组 中 ， 随 着 组 氨 酸 浓度 的 


[P-mTOR (Ser?!) ] 和 磷酸 化 真 核 细胞 翻译 延伸 因子 


长 达 量 下 降 ， 而 磷酸 化 核糖 体 S6 蛋白 激酶 1 P-S6K1(CThrs9)] 的 蛋白 


表达 增加 ; 当 组 氨 酸 浓度 为 2.40 mmol/L 时 ， 磷 酸化 酷 氨 酸 激酶 2[P-JAK2(Tyr!007008) ]、 磷 


酸化 真 核 细胞 始 动因 子 AE 结合 蛋 


2a[P-eIF2a(Ser>!) ]& 


的 表达 量 最 高 ， 磷 酸化 信号 转 


Ti 


E 


酸化 mTOR 调控 蛋 


氨 酸 浓度 为 9.60 mmol/L 时 


^d 


言 号 通路 中 P-TAK2(Tyr!0071005) ffl P-STATS(Tyr95) a= 


达 量 最 高 。 综 合 可 知 ， 组 


I[P-4EBP1 (Thr?) ] 和 磷酸 化 真 核 细胞 起 始 因 子 


导 与 转录 激活 子 S[P-STATS(Tyr99]. 


[P-raptor(Ser®)]# mTOR RAW 1 中 的 绑 定 蛋白 〈GBL) 和 蛋白 在 组 


[ 氮 酸 的 添加 可 通过 促进 JAK2-STATS 


的 表达 来 进而 调控 B- 酷 蛋白 表达 。 最 
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适 浓度 (0.15-9.60 mmol/L) 范围 内 的 组 氨 酸 还 可 通过 mTORCI 的 P-raptor(Ser86) 和 蛋白 作 


] 


于 下 游 靶 点 P-4EBP1 (Thr?) RHE B- 酷 蛋白 表达 ， 最 终 调 控 乳 蛋白 合成 。 


关键 词 : 组 氨 酸 ， 细 胞 增殖 ， 栈 氨 酸 激酶 2， 哺 乳 动物 雷 帕 霉 素 靶 蛋白 ，R- 酷 蛋 
中 


图 分 类 号 : S823 


乳 蛋 白 是 衡量 乳品 质 的 重要 营养 指标 , 主要 包括 酪 蛋白 和 乳 清 蛋白 , 其 中 酪 蛋白 约 占 其 


= 


总 量 的 82%， 而 osi- 酷 蛋白 和 B- 酪 蛋白 均 占 到 酪 蛋白 总 量 的 38%。B- 酪 蛋白 在 酷 蛋 白 中 比 伪 


恒定 ， 结 构 相 对 稳定 ， 它 的 合成 和 分 泌 可 作为 乳腺 细胞 分 泌 作 用 的 标志 之 一 目 。 前 人 研究 已 


经 证 实 ， 牛 乳 中 大 于 90% 的 乳 蛋 白 是 乳腺 上 皮 细 胞 以 血液 中 的 氨基 酸 为 原料 合成 的 P23。 氨 


基 酸 已 经 成 为 乳 蛋 白 合成 过 程 中 的 主要 限制 性 因素 4， 除 赖 氨 酸 和 蛋氨酸 外 ， 其 他 氨基 酸 


对 于 乳 和 蛋白 合成 过 程 也 是 必需 的 C57。 其 中 组 氮 酸 也 被 证 实 不 仅 可 作为 粗饲料 中 主要 的 限制 


性 氨基 酸 之 一 外, 还 可 作为 细胞 内 关键 的 限制 因素 来 调节 乳 蛋 白 合 成 四。 同时 也 有 研究 表明 ， 


乳腺 组 织 从 血液 中 摄取 的 氨基 酸 与 乳腺 合成 乳 蛋 白 的 氨基 酸 并 不 一 致 ， 亮 氨 酸 、 异 亮 氨 酸 、 


纺 氨 酸 、 精 氨 酸 和 赖 氨 酸 摄 入 量 大 于 输出 量 ， 而 组 氨 酸 、 苏 氨 酸 、 茶 丙 氨 酸 和 蛋氨酸 摄 入 量 


ETIE EN, AE, 


乳 蛋 白 合成 过 程 中 所 需 的 适宜 氨基 酸 浓度 是 非常 必要 的 。 


2L 
氨基 酸 除 可 作为 蛋白 质 合成 的 底 物 还 可 作为 信号 分 子 通过 


= 


言 号 通路 调控 乳 蛋白 合成 


012131, Yang 等 鸣 以 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 为 模型 试验 得 出 蛋氨酸 二 肽 可 通过 酷 氨 酸 激酶 2(JAK 2) 


-信号 转 导 与 转录 激活 子 5 (STATS) 和 哺乳 动物 雷 帕 霉 素 靶 蛋白 (mTOR) 信号 通路 调控 asi- 


酪 蛋白 的 成 。 高 海 娜 等 也 已 证 实在 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 中 组 氨 酸 的 额外 添加 可 通过 mTOR 


信号 通路 促进 酪 蛋白 合成 相关 基因 的 表达 。 和 蛋白质 翻 译 后 的 化 学 修饰 ,对 于 大 多 数 蛋 白质 来 


说 , 是 蛋白 质 生 物 合成 的 较 后 步骤 。 常 用 的 修饰 类 型 有 糖 基 化 、 甲 基 化 、 乙 酰 化 、 磷 酸化 等 。 


= 


其 中 磷酸 化 翻译 后 修饰 是 目前 大 家 研究 较为 普遍 的 共 价 修饰 ,在 


甫 乳 动物 的 生命 过 程 中 ， 占 


总 共 价 修饰 的 三 分 之 一 便 是 磷酸 化 修饰 。 在 真 核 生 物 中 ， 磷 酸化 主要 发 生 于 丝氨酸 、 苏 氨 酸 


和 酷 氨 酸 等 残 基 0n9。 因 此, 推测 组 氨 酸 也 可 通过 JAK2-STATS 和 mTOR 信号 通路 进行 调控 ， 


最 终 影响 B- 栈 蛋白 合成 相关 磷酸 化 蛋白 的 表达 。 


本 研究 则 在 以 体外 培养 的 原 代 奶 牛乳 腺 上 皮 细 胞 为 模型 , 研究 添加 不 同 浓度 组 氨 酸 对 奶 


牛乳 腺 上 皮 细 胞 增殖 的 影响 , 研究 组 氨 酸 对 B- 酪 蛋白、 JAK2-STATS 和 mTOR 信号 通路 相关 


磷酸 化 蛋白 表达 的 影响 ， 为 组 氨 酸 对 乳 中 B- 酪 蛋白 合成 调控 机 理 提供 科学 依据 。 
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1.1 


1.1. 


仪 《北京 君 意 东方 电 


1.1. 


定制 ， 货 号 : ICH11404101) 、 胎 
BRA 


HAR (Sigma, G's: H-5659-25G) . WEMS(MTT, Sigma, ft: 0793-5G)、 二 甲 基 亚 


材料 与 方法 
试验 材料 


1 主要 仪器 


恒温 二 氧化 碳 


2 主要 试剂 


党 养 箱 (Thermo) 、 倒 置 显微镜 (Olympus) 、 酶 标 仪 CThermo) 、 电 泳 


泳 设备 有 限 公 司 ) 、 光 密度 分 析 仪 “Bio-Rad) 等 。 


DMEM/F12 培养 基 (Gibco, $25: 11995-065/11765-054)、 无 必需 氨基 酸 培 养 基 (Gibco 


牛 血 清 (FBS，Gibco， 货 号 : 10099-141). FEER GE 


E 物 技术 研究 所 ， 货 号 : C0222) 、 胰 酶 〈 怕 云天 生物 技术 研究 所 ， 货 号 : C0203) . L- 


(DMSO, ，Sigma， 货 号 :D4540 ) 、mTOR (Immunoway， 货 号 : YT2913) 、 磷 酸化 


mTOR[P-mTOR(Ser2480D)，Immunoway， 货 号 : YP1134]、 真 核 细胞 始 动 因子 4E 结合 蛋白 1 


(4EBPI, Immunoway, ft: YTOO18) 、 磷 酸化 4EBP1[P-4EBP1 (Thr?) , Immunoway, 


ft: YP0001) . mTOR 调控 蛋白 (raptor, Cell Signaling Technology, $i: sc-27744) ~ 


磷酸 化 mTOR 调控 蛋白 


[P-raptor(Ser86)，Santa cruz， 货 号 : sc-130214]、 核 糖 体 S6 RA 


酶 1 (S6K1，Cell Signaling Technology, =: nos 9202) 、 磷 酸化 S6K1[P-S6K1(Thr*®’), 


Cell Signaling Technology， 货 号 : nos 9205]、 真 核 细 胞 翻译 延伸 因子 2 (eEF2，Cell Signaling 


Technology， 货 号 : nos 2332) 、 磷 酸化 eEF2[P-eEF2(Thr^?), Cell Signaling Technology, f 


ri 


gy: 


nos 2331]、 真 核 细 胞 起 始 因 


子 2a (elF2a, Immunoway, ft: YT1507) 、 磷 酸化 


elF2o[P-eIF2a(Ser!), Immunoway, ft: YT0093]、JAK2 (Santa cruz, ft: sc-278) 、 


磷酸 化 JAK2[P-JAK2(Tyr!7/18), Santa cruz, 货号 : sc-21870]. STATS (Bioss, 货号 :bs-1142R)、 


磷酸 化 STATS[P-STAT5(Tyr), Bioss, $25: bs-1659R]. mTOR 复合 物 1 中 的 绑 定 蛋白 (GBL， 


Cell Signaling Technology, $t: nos.3274) 、B- 栈 蛋白 (Biorbyt， 货 号 : orb18512) . B- 


激动 蛋 


FL 
1.2 


1.2. 


试验 方法 
1 JE 


(-actin, Immunoway, $t: YT0099) 、 羊 抗 免 〈《Sigma， 货 号 ; A9169) . f& 


É (Millipore, ft: AP106P) 。 


乳腺 上 皮 细 胞 体外 培养 
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80 


81 
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83 


84 


85 


86 


87 


88 


89 


90 


91 


92 


93 


94 


95 


96 


97 


98 


99 


100 


101 


102 


103 


104 


105 


实验 室 前 期 已 建立 原 代 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 体外 培养 体系 (选取 初 产 、 泌 乳 天 数 为 100 d 


的 3 岁 中 国 荷 斯 坦 奶 牛 ) O71, 将 原 代 奶 牛乳 腺 上 皮 细 胞 置 于 含有 10% FBS 的 DMEM/F12 培 


IK 


养 基 中 , FE 38 C. 5% CO; 恒 温 培 养 箱 中 培养 。 当 


细胞 长 满 培 养 下 (Corning， 货 号 : 430165) 


的 80%~90% 时 ， 用 胰 酶 溶液 于 38 °C. 5% CO: 恒温 培养 箱 中 消化 ， 待 细胞 质 回 缩 ， 细 胞 间 


隙 增 大 缩 成 圆 形 时 ， 用 DMEM/FI2 培养 基 终 止 消化 反应 ;用 移 液 器 反复 吹 打 后 ， 收 集 细 胞 


悬 液 于 离心 管 中 ，900 r/min 室温 离心 5 min; 弃 上 清 液 ， 加 入 新 鲜 的 含有 10% FBS 的 


En 


DMEM/F12 培养 基 ， 制 成 细胞 悬浮 液 。 


1.2.2 MTT 检测 细胞 增殖 


将 细胞 密度 调整 到 大 约 5x10^ 个 /mL 接种 到 96 FLISI (Corning) ， 每 孔 200 uL, 


含有 10% FBS 的 DMEM/F12 培养 基 贴 壁 处 理 24 h, HRE FBS 的 DMEM/F12 培养 基 饥 饿 


6 h， 细 胞 处 理 时 用 无 必需 氨基 酸 的 培养 基 (Gibco 定制 ， 货 号 : ICH11404101) 代替 正常 


培养 基 。 试 验 分 为 对 照 组 和 7 个 试验 组 ， 对 照 组 不 添加 组 氨 酸 ， 试 验 组 是 在 对 照 组 基础 上 


分 别 添加 0.15、0.60、1.20、2.40、4.80、9.60、19.20 mmol/L 的 组 氨 酸 ， 每 种 处 理 设 6 个 


Y 


growth rate, RGE)iT SE AX: 


重复 ， 每 组 试验 重复 3 次 。 培 养 8 h 后 向 每 孔 添加 20 uL MTT 工作 液 (5 mg/mL) ， 继 续 


ERE 4 h 后 弃 去 上 清 后 向 每 孔 加 入 150 uL DMSO, 37 振荡 10 min 后 用 全 自动 酶 标 仪 检 


测 各 孔 450 nm 波长 下 的 吸光 值 (OD4so nm) 来 判定 细胞 增殖 状况 。 细 胞 相对 增殖 率 (relative 


RGR (96) = 试验 组 ODasonm/ 对 照 组 ODaso nmo 


12.3 ”蛋白质 免疫 印迹 (WB) 检测 


1.2.3.1 试验 处 理 


将 原 代 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 接种 到 含有 10% FBS 的 DMEM/F12 培养 基 的 培养 正中 


(Thermo, 172958) 中 贴 壁 处 理 24 h， 用 不 含 FBS 的 DMEM/FI2 培养 基 饥 饿 培养 过 夜 ， 然 


后 对 细胞 进行 6h 的 处 理 。 试 验 分 为 对 照 组 和 4 个 试验 组 ， 对 照 组 不 添加 组 氨 酸 ， 试 验 组 是 


让 对 照 组 基础 上 分 别 添加 0.15、2.40、9.60、19.20 


x 


每 组 试验 重复 3 


12.3.02 ”样品 总 蛋白 提取 


mmol/L 的 组 氨 酸 。 每 种 处 理 3 个 重复 ， 


处 理 结束 后 提取 原 代 奶 牛乳 腺 上 皮 细 胞 总 蛋 


o [al RIPA 裂解 液 中 添加 1 mmol/L 2& 
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106 


107 


108 


109 


110 


111 


112 


113 


114 


115 


116 


117 


118 


119 


120 


121 


122 


123 


124 


125 


126 


127 


128 


129 


130 


131 


基 磺 酰 气 CPMSF)、1% 和 蛋 


酶 和 磷酸 酶 抑制 剂 制 成 混合 液 混合 后 置 于 冰 上 。 


细胞 刊 (Costar， 


货号 : 3008) 收集 细胞 裂解 物 2000Xg 离心 3 min, 吸取 上 清 置 于 高 


Es 
Wn 


以 备 


1.2.3.3 Œ 


分 别 向 每 种 样品 
质 热 变 性 。 调 整 上 样 


蛋白 质 经 


质 免 疫 印迹 检测 


添加 SDS-PAGE £& 


]BCA CES KEDMRAM FE, Bes: P0012) 法 测 样本 总 蛋 


心 管 中 分 装 。 取 适量 样 


浓度 ， 剩 余 样品 冷冻 


min) 。 


LAA 


min) 。 转 移 后 ， 取 出 PVDF fk, 


闭 液 (300 uL 鸡 


TBST 漂洗 3 次 ， 


fe ERRERA 


3000 NBA, TERR ERE EE 2 h。 
在 暗 


Ku 


分 析 灰 度 值 。 


过 夜 ， 取 出 PVDF 膜 后 月 


色 法 试剂 盒 (pierce，32106) 进行 显 色 。 


E OURE, AX-TDO 内 曝光 ， 


1.3 数据 统计 分 析 


试验 数据 采用 SAS 9.2 5 


上 样 缓冲 液 (Sx) , 95 'C 加 热 10 min 使 蛋白 


为 30 ug 进行 电泳 ， 浓 缩 胶 (80 mV，30 min)， 分 离 胶 (120 mV，120 


TEE SUR oS (PVDF) 膜 上 (200 mA，4 CHIR 50 


| TBST 漂洗 3 次 ， 每 次 5 min. TBST 配 成 的 3% 


清 加 10 mL TBST) ， 放 在 摇 床 上 封闭 PVDEF 膜 5Sh， 取 出 PVDF 膜 后 用 


次 用 TBST 漂洗 3 次 ， 每 次 min. 


光 密 度 仪 (Bio-Rad，GS-800) 扫描 胶片 。 最 后 


E ANOVA 程序 进行 方差 分 析 ， 了 


均值 多 重 比较 采 


WA 


每 次 Smin。 将 其 与 1x 磷 酸 盐 缓冲 液 (PBS) 稀释 的 1 000 倍 的 第 一 抗体 结 


H TBST 漂洗 3 次 , 每 次 5 min。 后 与 1xPBS 稀释 


ECL 


室 用 胶片 (柯达 ，XBT-1) Æ X 射线 摄影 暗 


ImageJ2x 


1 Duncan 


Fé, P«0.05 时 表示 差异 显著 ，P<0.01 表示 差 


质 免 疫 印迹 数据 采用 各 试验 组 与 对 照 组 相 比 的 方法 。 
2 结 HW 
2.1 组 氮 酸 对 体外 培养 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 增殖 的 影响 


由 图 1 所 示 ， 


mmol/L 时 , 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 


可 抑制 细胞 的 增殖 ， 但 与 对 照 名 
乳腺 细胞 增殖 有 促进 作 


与 对 照 组 相 比 ， 在 无 必需 氨基 酸 的 培养 基 


F 极 显著 ， 结 果 均 以 平均 值 + 标 准 误 表示 。 和 蛋 


FP 组 氨 酸 的 浓度 为 1.20~4.80 
兽 殖 显著 增加 (P<0.01) ; 而 当 浓 度 增 加 到 19.20 mmol/L 时 ， 

昌 相 比 差异 不 显著 (P>0.05) ; 其 他 组 氨 酸 浓度 的 添加 对 奶牛 
， 但 与 对 照 组 差异 均 不 显著 (P>0.05) 。 
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数据 点 / 柱 标注 不 同 小 写字 母 表示 差异 极 显 著 (P<0.01)。 图 2 同 。 


Values points/columns with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.01). The same 


as Fig.2. 
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E 长 率 的 影响 


Fig.1 Effect of His on bovine mammary epithelial cells relative growth rate after cultured for 12 h 


2.2 组 氨 酸 对 体外 培养 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 B- 酷 蛋白 表达 的 影响 


由 图 2 可 知 ， 当 组 氨 酸 浓度 为 0.15~19.20 mmol/L 时 ，B- 酷 蛋白 表达 量 随 组 氨 酸 浓度 的 


增加 出 现 先 升 高 后 降低 的 趋势 ， 但 均 显 著 高 于 对 照 组 (P<0.01) ; 且 当 浓度 为 2.40 mmol/L 


时 ，B- 酷 蛋白 表达 量 最 高 。 这 说 明 组 氨 酸 对 奶 4 


147 


0 0.15 2.40 9.60 19.20 
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148 


乳腺 上 皮 细 胞 B- 酷 蛋白 表达 的 促进 效果 与 剂 


b 


0.00 mmol/L. His 
0.15 mmol/L His 
2.40 mmol/L. His 
9.60 mmol/L. His 
20 |19.20 mmol/L His 


酪 蛋白 相对 表达 
Casein relative expression 


B- 栈 蛋白 B-Casein 


F 乳 腺 上 皮 细 胞 B- 酷 蛋白 表达 的 影响 


Fig.2 Effect of His on expression of B-casein in bovine mammary epithelial cells 
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度 Histidine concentration/(mmol/L) 
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151 
152 23 组 氨 酸 对 体外 培养 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 JAK2-STAT5 信号 通路 相关 磷酸 化 蛋白 表达 的 影 
153 fj 
154 由 表 1 和 图 3-a 可 知 ， 与 对 照 组 相 比 ， 组 氨 酸 的 添加 可 极 显著 提高 P-JAK2(Tyr10071005) 
155 和 P-STATS(Tyr9?^) 蛋白 的 表达 量 (P<0.01) 。 当 组 氮 酸 浓度 为 240 mmol/L 时 ， 
156 ”P-JAK2(Tyr1%7100%8) 和 蛋白 表达 量 最 高 ; 而 组 氨 酸 浓度 为 9.60 mmol/L 时 , P-STATS(Tyr?^) & 
157 ”的 表达 量 最 高 。 这 说 明 组 氨 酸 的 添加 可 促进 JAK2-STATS 信号 通路 相关 磷酸 化 蛋白 的 表达 ， 
158 ”但 高 剂量 添加 促进 效果 减弱 。 
T 
> 159 R1 组 氨 酸 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 JAK2-STATS 信和 号 通路 相关 磷酸 化 蛋白 表达 的 影响 
T 
= 160 Table 1 Effects of His on expressions of phospho-proteins of JAK2-STATS signaling pathway in bovine 
+ 161 mammary epithelial cells 
3 H Items 组 氨 酸 浓度 Histidine concentration/(mmol/L) P fü 
" 0 0.15 2.40 9.60 19.20 P-value 
Bee LS ANRE 2 P-JAK2 (Tyr 0071008) 1.00* 1.240.022 3.46#0.02" — 2.8020.04^ — 2.3220.0* — «0.01 
nib tup 5 P-STATS(Tyr™) 1.00* 3.5540.07 — 5.5340.01^ — 5.6240.001* 1.980.029 — «0.01 
= 162 同行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 极 显著 (P<0.01)。 表 2， 表 3 同 。 
© 163 In the same row, values with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.01). The 
CN 
> 164 same as Table 2 and Table 3. 
< 165 24 组 氨 酸 对 体外 培养 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 中 mTOR 信号 通路 相关 磷酸 化 蛋白 表达 的 影响 
E 166 由 表 2 和 图 3-a 可 知 ， 与 不 添加 组 氨 酸 的 对 照 组 相 比 ， 添 加 0.15~19.20 mmol/L HAR 
I 167 ”的 试验 组 其 P-mTOR(Ser248D)、P-raptor(Sers63) 和 GBL 蛋白 的 表达 量 均 极 显 著 增加 (P<0.01)， 
© 168 其中， 当 组 氨 酸 浓度 为 0.15 mmol/L 时 ，P-mTOR(Ser2431) 蛋 白 的 表达 量 最 高 ， 当 组 氨 酸 浓度 
169 ”为 9.60 mmol/L 时 P-raptor(Sers) 和 GBL 和 蛋白 的 表达 量 最 高 ,但 更 高 剂量 添加 促进 效果 减弱 。 
170 由 表 3 和 图 3-b 可 知 ， 与 对 照 组 相 比 ， 组 氨 酸 的 添加 可 极 显 著 促进 P-S6K1(Thr389)、 
171 ”P-4EBP1(Thr?7)、P-eIF2a(Ser5!) 和 P-eEF2(Thr56) 的 蛋白 的 表达 量 (P<0.01) 。 当 组 氨 酸 浓度 
172 X 0.15 mmol/L 时 ，P-eEF2(Thr56) 蛋 白 的 表达 量 最 高 ， 当 组 氨 酸 浓度 为 2.40 mmol/L 时 
173 ”P-4EBP1(Thr37) 和 P-eIF2a(Ser5!) 蛋 白 的 表达 量 最 高 ， 而 当 组 氨 酸 浓度 为 19.20 mmol/L 时 
174 ”P-S6K1(Thr”89) 和 蛋白 的 表达 量 最 高 。 可 见 ， 组 氨 酸 的 添加 可 促进 mTOR 信号 通路 相关 磷酸 化 
175 ”和 蛋白 的 表达 。 


176 表 2 组 氮 酸 对 奶牛 乳腺 上 皮 细胞 mTORCI 信号 通路 相关 磷酸 化 蛋白 表达 的 影响 
177 Table 2 Effects of His on expressions of phospho-proteins of mTORC!1 signaling pathway in bovine mammary 
178 epithelial cells 
组 氨 酸 浓度 Histidine concentration/(mmol/L) 
项 目 Items 
0 0.15 2.40 9.60 19.20 
TES FL a We AE A P-mTOR(Ser?!) 1.00* 4.5530.03* — 2.9530.02^ 1.74+0.02° 1.08+0.02¢ 
VERE OMS TZ E AEREE EAS Sz A P-raptor(Ser*®) 1.00° 2.000.479  5.5240.70 P 6.90+0.65* 4.86+0.27° 
Wj 2,2742 58 WAAR EI A 1 中 的 绑 定 蛋白 GBL 1.00 — 3.7230.107 — 4.48:0.009' — 10.0050.05* — 6.4740.04^ 
179 表 3 组 氮 酸 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 mTOR 下 游 信号 蛋白 表达 的 影响 
180 Table 3 Effects of His on expressions of mTOR downstream signaling proteins in bovine mammary epithelial 
qm 
> 181 cells 
quem 组 氨 酸 浓度 Histidine concentration/(mmol/L) 
et Items 
0 0.15 2.40 9.60 19.20 
R71 S6 蛋白 激酶 1 P-S6K1 (Thr389) 1.000 2.44+0.04 —-3.8240.14° 7.0540.10? 12.5930.30* 
化 真 核 细 胞 始 动 因子 4E 结合 蛋白 1 P-A4EBPI (Thr) 1.000 — 3.7240.00* 7.2740.02* 6.3740.06^ 2.280.034 
化 真 核 细 胞 起 始 因子 2a P-elF2a(Ser?!) 1.00 | 15420.014 5.77+0.01° 4.5240.01^ 2.46+0.01° 
FER AY AH Ht BEE HH A> 2 P-eEF2(Thr°®) 1.00° 2.65+0.02* 2.48+0.04° 2.38+0.06° 1.46+0.024 
r 182 a 184 b 
T 酷 氨 酸 激酶 2 JAK2 s 44 TE Ree Sat S6K1 二 全 一 全 一例 一 站 一 
e — BIL HER Se I 
CN P-JAK2(Tyr!7 1) P-S6K1 (Thr) FW ---e 
> 信号 转 导 与 转录 激活 子 5 STATS DIT) CS Bd EF MEER Cr CEA Y 
S sis 确 酸 化 信号 转 导 与 转录 激活 子 5 二 一 apne 4EBP1 "^ CH 
x< Ue 磷酸 化 真 核 细胞 始 动因 子 4E 结 合 
ETUTTT..12 ~~ x- 2 = 
e oo MEEENNNEEN o aan 
VAN LT ERR SRL 
CHAN ite t DI 3-2 F2 
= P-mTOR(Ser2481) nr re - gioca on +s 246 
mmm 3 miss ihe be A I d es Ba 3-5, 
c mTORWA Raptor = == æ =æ am RR AMF 2a - — 45» d» a 
FI EmTORIUS FSK 1 P-elF2a (Ser?!) 
© P-Raptor(Ser863) me 7j 真 核 细胞 翻译 延 仲 因子 2 cEF2 que t wm m 
mTOR 9 £45 1:1 (jose S A r] . 磷酸 化 真 核 细胞 翻译 延伸 因子 2 
| Pe 
BULLAE Actin --— > <a PULA Actin d WP qe dh «m 
183 185 
186 $3 组 氮 酸 对 奶牛 乳腺 上 皮 细胞 JAK2-STATS 和 mTOR 信号 通路 相关 蛋白 表达 的 影响 
187 Fig.3 Effects of His on expressions of proteins of JAK2-STATS and mTOR signaling pathways in bovine 
188 mammary epithelial cells 
189 3 i it 
190 3.1 组 氨 酸 对 体外 培养 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 增殖 的 影响 
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217 


氨基 酸 与 激素 、 维 生 素 、 生 长 因子 等 相似 ， 是 影响 乳腺 组 织 增殖 、 分 化 和 泌乳 的 重要 营 


养 物质 03。 徐 柏林 09 研 究 表明 精 氨 酸 的 外 源 添 加 可 促进 奶 


喜 艳 Co 采用 单一 添加 赖 氨 酸 或 蛋氨酸 检测 24. 48 和 72 h 


ji 


Ir 


H 


乳腺 上 皮 细胞 的 增殖 。 同 样 李 
的 增殖 结果 也 表明 , 赖 氨 酸 或 蛋 氨 


酸 的 添加 可 促进 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 的 增殖 。 本 文 以 体外 培养 的 原 代 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 为 模型 ， 


在 无 必需 氨基 酸 的 培养 基 中 添加 不 同 浓度 的 组 氨 酸 , 结果 表明 组 氨 酸 的 添加 可 促进 乳腺 上 皮 


Z 


包 的 增殖 ， 但 随 着 浓度 的 增加 增殖 率 出 现 先 增 后 降 的 现 


EH 


相似 ， 这 可 能 是 组 氨 酸 过 量 所 产生 的 毒 理 作用 导致 C。 


3.2 ”组 氨 酸 对 信号 通路 介 导 p- 酷 蛋白 合成 相关 磷酸 化 蛋 


象 ， 这 与 高 海 娜 等 55 的 试验 结果 


表达 的 影响 


Bionaz 等 上 为 探究 调控 奶牛 乳腺 组 织 蛋 白质 合成 关键 基因 网 络 之 间 的 关系 , 采用 乳腺 组 


织 活 检 ， 检测 了 JAK2-STATS 信号 通路 、mTOR 信和 号 通路 、 


中 岛 素 信号 通路 、 氨 基 酸 和 葡萄 


糖 转运 体 等 44 个 关键 基因 表达 的 变化 ， 揭 示 了 乳 和 蛋白 合成 的 启动 与 氨基 酸 被 转运 到 乳腺 上 


皮 细胞 的 过 程 是 相关 的 。Appuhamy 等 名 和 Apelo 等 通过 以 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 为 模型 的 试 


验证 明 必需 氨基 酸 可 通过 mTOR 信号 通路 调控 mTOR、4EBP1、S6K1、eEF2 和 eIF2a 等 因 


子 的 磷酸 化 作用 进而 影响 乳 蛋 白 合成 。 此 外 ， 高 海 娜 等 55 利用 实时 定量 PCR(qRT-PCR) 检 测 


体外 培养 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 中 B- 酷 蛋白 基因 (CSN2) 表达 量 时 发 现 ， 在 厄 尔 平衡 溶液 中 添 


加 0.15~9.60 mmol/L 的 组 氨 酸 时 ， 与 阴性 对 照 组 相 比 ，CSN2 的 表达 量 显 著 上 调 。 这 些 试验 


结果 均 为 进一步 研究 氨基 酸 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 中 她 蛋白 的 合成 机 理 提供 了 理论 依据 。 


本 试验 采用 和 蛋白质 免疫 印迹 检测 添加 不 同 浓度 的 组 氨 酸 对 体外 培养 原 代 奶牛 乳腺 上 皮 


细胞 B- 酪 蛋白 和 JAK2-STAT5, mTOR 信号 通路 相关 磷酸 化 蛋白 水 平 的 影响 。 结 果 表 明 ， 组 


氨 酸 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 B- 酪 蛋白 表达 的 促进 效果 与 剂量 有 关 ， 一 定 浓度 可 促进 表达 ， 高 


浓度 反而 使 促进 效果 减弱 ， 这 与 前 人 的 研究 报道 相似 3。 组 氨 酸 浓度 为 19.20 mmol/L 时 ， 


出 现 对 B- 酷 蛋白 促进 效果 减弱 ， 可 能 与 此 浓度 组 氨 酸 下 的 细胞 增殖 率 下 降 有 关 。Mercier 等 


B51 证 明 ， 乳 蛋白 的 合成 率 很 大 程度 上 受到 乳腺 上 皮 细 胞 数量 的 影响 。 这 说 明 组 氨 酸 的 添加 


可 通过 增加 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 数量 的 途径 来 调控 乳 蛋 白质 的 合成 和 分 小。 此 外 , 在 生产 方面 


Lee 等 P51 通过 提供 可 代谢 蛋白 缺乏 饲 粮 过 瘤胃 保护 组 氨 酸 i 


EK, 组 氨 酸 的 添加 可 以 增加 采 食 


进而 提高 乳 蛋 白 产 量 。Kim 等 外 也 通过 组 氨 酸 灌注 试验 订 


蛋白 产量 。 这 与 本 试验 的 结果 是 相 一 致 的 。 


E 明 组 氨 酸 可 显著 提高 产 奶 量 和 她 
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244 


STATS 最 先 发 现 是 在 研究 催乳 素 刺激 乳房 上 皮 细 胞 的 过 程 中 


括 俊 乳 激素 、 生 长 激素 、 促 红细胞 4 


分 化 外。 史 琳 琳 06] 已 经 证 明 ， 在 奶牛 乳腺 上 皮 旨 


JAK2-STATS 信号 通路 影响 B- 酷 蛋白 合成 。 在 JAK2-STATS 信号 


Tyr(STAT 5a Tyr? fll STAT 5bTyrs9) 的 磷酸 化 对 


DILE 


区 域 ， 


P-JAK2(Tyrlo071008) 和 P-STATS(Tyr64) 的 表达 ; P-STATS(Tyr?*) Œ 


要 的 作用 B0。 激 活 的 JAK2 激酶 磷酸 化 STATS 作 


mmol/L 时 表达 量 最 高 ， 与 B- 酷 蛋白 表达 并 未 未 完 


成 素 等 激活 27281， 进 而 维持 纪 


, 


FA 


其 可 被 多 种 细胞 因子 包 


正常 功能 、 


节 增 殖 和 


"P 
(S 


^8 


到 细胞 核 


iB 


胞 中 额外 添加 激素 类 物质 时 ， 其 可 通过 


路 中 ，STAT5 C 端的 
F STATS 核 转 移 及 STATS 的 DNA 结合 能 


内 相应 的 脱氧 核糖 核酸 


进而 调控 转录 过 程 影响 蛋白 质 合成 。 本 研究 结果 显示 组 


氨 酸 的 添加 可 以 增强 


为 组 氨 酸 浓度 为 9.60 


全 一 致 ， 可 能 原 


通路 调控 过 程 所 致 。 


大 | 


E 


是 其 他 如 激素 类 物质 参 


mTOR, raptor 和 GBL 均 为 雷 帕 霉 素 靶 蛋白 复合 物 1 (mTORC1) 的 组 成 成 分 。mTOR 


作为 调 


RAE 


作为 调 


RAE 


成 的 关键 因子 ， 已 有 学 者 证 明 除 P-mTOR(Ser2448) 外 P-mTOR(Ser?45!) th AY 


著 提 高 P-mTOR(Ser2481) 的 蛋 达 量 。 raptor 能 够 


4EBP1 


结合 ， 进 而 调控 细胞 内 蛋白 表达 量 最 终 改变 细胞 的 生长 和 


合成 的 重要 位 点 2431。 本 试验 中 也 证 实 了 与 对 照 组 相 比 , 组 氨 酸 的 添加 可 显 


绑 定 mTOR 与 信 


ri 
J 


通路 下 游 蛋 白 SGK1 和 


MARE, GBL 在 


mTOR 的 激活 过 程 中 也 起 着 正 向 的 调控 作用 ， 它 作为 mTOR 的 绑 定 蛋白 与 mTOR 和 raptor 


P-raptor(Sers6) 和 GBL 蛋白 表达 


证 明了 GBL 与 


共同 调控 mTOR 活性 。 前 人 研究 表明 GBL 与 P-mTOR(Ser2448) 之 间 


存在 正 相关 B49， 本 研究 也 


P-mTOR(Ser2480 也 是 正 相 关 的 。 且 当 组 氨 酸 浓度 为 9.60 mmol/L 时 


S6K1, 4EBP1, eEF2, elF2a 作为 mTOR 信 


状态 与 乳 蛋白 的 合成 过 程 密切 相关 。S6K1 在 哺乳 


信号 激活 ， 而 被 mTOR 磷酸 化 的 SeKI 活性 可 以 


接 或 间接 的 调控 SOK 中 多 个 磷酸 化 位 点 ， 其 中 P-SGK1(Thr389) 可 
接 调控 可 通过 改变 磷酸 酶 活性 


表达 


司 时 达到 最 高 水 平 。 


写 通路 下 游 重要 的 贰 重 白 ， 它 们 的 磷酸 化 


动物 细胞 中 普遍 表达 ， 可 以 被 多 种 细胞 多 


EF 升 近 百 倍 。 前 人 研 


f 究 发 现 mTOR 可 以 


来 完成 I。 本 文 结果 也 证 实 了 与 对 照 纪 


接 被 mTOR 磷酸 化 ， 间 


组 相 比 ， 组 氨 酸 的 添加 


可 显著 促进 P-S6KI1(CThr89) 蛋 白 的 表达 ， 且 其 表达 


EAE 


未 与 P-S6K1CThr89) 的 表达 完全 一 致 ， 可 能 原 


A3 


FEAR EE 


如 ous- 酷 蛋白 和 *- 酷 蛋白 的 表达 


10 


日 气 酸 浓度 的 增加 而 增加 。 而 B- 酷 蛋 


因 是 组 氨 酸 高 浓度 时 P-S6K1(Thr?9?) 


。 此 外 ， 激活 mTOR 调控 蛋白 质 的 翻译 还 
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可 通过 诱导 AEBPITE NU TEAK, SUE RO, ZH SEU RII mTORCI 


的 P-raptor(Ser??)fE F]-T- FIFY ji P-SGK1(Thr?59? f HEAR AR ARIA. ASHE 


SE 


证 明 , 组 所 


n 


酸 在 最 适 浓度 范围 内 的 添加 还 可 通过 mTORCI 的 P-raptor(Ser**) f 


YF oF 


P-4EBP1(Thr?’ f£ veg EAKA. 


在 蛋白 质 合成 过 程 中 ，eEF2 通过 诱导 肽 基 转 运 RNA 从 核糖 体 A 位 到 了 位 的 移 位 而 使 


肽 链 进一步 延伸 ,，eEF2 可 通过 磷酸 化 苏 氨 酸 56 位 点 降低 其 与 核糖 体 的 亲和力 从 而 终止 肽 链 


延伸 BI。 本 试验 结果 也 表明 ， 随 着 组 氨 酸 浓度 的 增加 P-eEF2(Thr;6) 和 蛋白 的 表达 量 是 下 降 的 


昌 均 极 显 著 高 于 对 照 组 。 此 外 真 核 生物 还 可 通过 激活 蛋白 激酶 使 eIF2a 磷酸 化 ,在 翻译 水 平 


调节 基因 的 表达 ， 这 是 一 种 重要 的 调节 方式 。eIF2o 磷酸 化 后 ， 除 了 对 大 多 数 mRNA 翻译 起 


抑制 作用 外 ， 还 能 特异 性 激活 某 些 mRNA 的 翻译 ， 合 成 特异 的 蛋白 质 以 调节 部 基 因 的 表达 


B71。 本 文 结果 表明 组 氨 酸 的 添加 对 P-eIF2a(Ser51) 蛋 白 的 表达 存在 先 向 上 升 后 下 降 的 作用 ， 


日 在 浓度 为 2.40 mmol/L 表达 量 最 高 。 


综 上 所 述 ， 以 体外 培养 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 为 模型 ， 组 氨 酸 的 添加 可 通过 促进 


JAK2-STATS 和 mTOR 信和 号 通路 相关 磷酸 化 蛋白 的 表达 , 影响 B- 酷 蛋白 合成 , 进而 调控 乳 蛋 


合成 。 


4 结 论 


在 无 必需 氨基 酸 的 培养 基 中 浓度 为 0.15~9.60 mmol/L 的 组 氨 酸 时 , 可 促进 体外 培养 原 代 


奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 的 增殖 ， 


[ri 


当 浓 度 增加 到 19.20 mmol/L 时 可 抑制 其 增殖 。B- 酷 蛋白 表达 量 


最 高 时 组 氨 酸 的 浓度 为 2.40 mmol/L. 


组 氨 酸 的 添加 可 通过 促进 JAK2-STAT5 信号 通路 中 P-JAK2(Tyr!9°7/1008) 和 


P-STATS(Tyr6%4) 蛋 白 的 表达 来 进而 调控 B- 酷 蛋白 表达 。 最 适 浓度 (0.15-9.60 mmol/L) 范围 


内 的 组 氨 酸 还 可 通过 mTORCI 的 P-raptor(Sers6) 作 用 于 下 游 丢 点 P-4EBP1(Thr37) 来 促进 p- 


酷 蛋 白 表 达 ， 最 终 调控 乳 和 蛋白 合成 。 
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Effects of Histidine on Expressions of B-Casein and Janus Kinases 2-Signal Transducer and 
Activator of Transcription 5 and Mammalian Target Rapamycin Signaling Pathways Related 
Phospho-Proteins of in Vitro Cultured Bovine Mammary Epithelial Cells 
WANG Shanshan!? GAO Haina?? ZHAO Shengguo?? ZHENG Nan?? ZHANG 
Yangdong?? WANG Jiaqil23 YAN Sumei!* 
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State Key Laboratory of Animal Nutrition, Institute of Animal Science, Chinese Academy of 
Agricultural Sciences, Beijing 100193, China) 

Abstract: The aim of this study was to investigate the effects of supplementation of different 


concentrations of histidine on expressions of B-casein and Janus kinases 2 (JAK2)-signal 
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transducer and activator of transcription 5 (STAT5) and mammalian target rapamycin (mTOR) 
signaling pathways related phospho-proteins of in vitro cultured bovine mammary epithelial cells. 
The primary bovine mammary epithelial cells were used in this study, the special culture medium 
without essential amino acid (EAA) was used. Supplementation levels of histidine were 0 
(control), 0.15, 0.60, 1.20, 2.40, 4.80, 9.60 and 19.20 mmol/L, respectively. After cultured for 12 h, 
primary bovine mammary epithelial cells proliferation was dectected by thiazolyl blue (MTT) 
method, the expressions of B-casein and 7 signaling pathway related phospho-proteins were 
determined by Western-Blot. The results showed as follows: 1) compared with control group the 
bovine mammary epithelial cell proliferation was increased after the supplementation of 0.15 to 
9.60 mmol/L of histidine. 2) With the increase histidine concentration, the expression of B-casein 
measured tended to be increased at first and then decrease, and all experimental groups were 
significantly higher than control group (P«0.01). 3) Compared with control group, the 
supplementation of histidine could significantly promote the expressions of signaling pathway 
related phospho-proteins (P«0.01); among experimental groups, the expressions of 
phospho-mTOR [P-mTOR (Ser?!) and phospho-eukaryotic translation elongation factor 2 
[P-eEF2 (Thr9)] were reduced along with the increasing histidine concentration, and the 
expression of phospho- ribosome protein subunit 6 kinase 1 [P-S6K1 (Thr??)] was increased with 
the increasing histidine concentration; the expression of phospho-JAK2 [P-JAK2(Tyr!7/108)], 
phospho- eukaryotic initiation factor 4E binding protein [P-4EBP1(Thr*”)] and 
phospho-eukaryotic initiation factor 2a [P-eIF2a (Ser’!)] were the highest at the supplementation 
of 2.40 mmol/L histidine, and the expressions of phospho-STATS [P-STATS(Tyr)], 
phospho-mTOR raptor [P-raptor(Ser?9)] and mTOR complex binding protein (GBL) were highest 
at the supplementation of 9.60 mmol/L histidine. These results demonstrate that histidine can 
promote the expression of f-casein via P-JAK2(Tyr!(9/!005 and p-STATS(Tyr??) of 
JAK2-STATS signaling pathway. Histidine at optimal concentration (0.15 to 9.60 mmol/L) range 
can also promote the expression of B-casein via P-raptor (Ser???) of mTORCI, which act on 


down-stream targets P-4EBP1 (Thr*’), and finally regulation of milk protein synthesis. 
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